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Signalisace prostřednictvím EGF receptoru je klíčová pro správný průběh ontogenetického vývoje i 
udržování homeostasy v tělech organismů. Jsou skrze ni regulovány procesy jako proliferace, migrace či 
diferenciace buněk. Na příkladu tří dobře probádaných organismů, C. elegans, D. melanogaster a H. sapiens 
sapiens,  jsou v této práci  vyloženy principy regulace EGF receptoru a na jejich základě poté vyvozeny 
trendy,  které  se  při  jejich  evoluci  uplatnily.  Zvláštní  pozornost  je  přitom věnována  proteinům z  rodiny 
rhomboidů, jejichž činnost je se signalisací EGF receptoru pevně spjata. Narušení regulace EGF receptoru  
významně přispívá k projevům některých onemocnění, předně mnohých typů rakovin, ale také schizofrenie, 
lupénky a kardiovaskulárních chorob. Proto mají výsledky výzkumu na tomto poli potenciál uplatnit se při  
vývoji nových léčebných prostředků.
Klíčová  slova: EGF  receptor,  regulační  mechanismy,  evoluční  trendy,  signální  transdukce,  dimerisace, 
odštěpování ektodomény, rhomboid, endocytosa, autofosforylace, tyrosinkinasa
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Abstract
Signalling through EGF receptor is crucial both for ontogenesis and for maintaining homeostasis in 
adult  organisms.  It  is  involved  in  controlling  cellular  behaviours  such  as  proliferation,  migration  or  
differentiation. This thesis provides an insight into evolution of the regulatory mechanisms of EGF receptor 
activation by discussing their principles in C. elegans, D. melanogaster and H. sapiens sapiens, on the basis 
of which conclusions about their evolutionary tendencies are made. Attention is focused on the roles of the 
rhomboid family of proteins, whose activity is tightly associated with EGF receptor signalling. Dysregulation 
of the EGF receptor unnegligibly contributes to the development of various diseases, mainly many types of  
cancer, but also schizophrenia, psoriasis and cardiovascular disorders. Experimental results obtained on this 
field of research therefore have the potential to be applied in drug design.
Keywords: EGF receptor,  regulatory mechanisms,  evolutionary trends,  signal transduction,  dimerisation,  
ectodomain shedding, rhomboid, endocytosis, autophosphorylation, tyrosin kinase
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Seznam použitých zkratek
ADAM A disintegrin and metalloprotease, membránová proteasa štěpící např. prekursory ligandů 
EGF receptoru
AGEF Arf-1 guanine nucleotide exchange factor, protein měnící GDP za GTP
Akt serin/threoninová kinasa, protein signální transdukce
AP-1 protein důležitý pro transport z trans-Golgi aparátu
Arf GTPasa ADP-ribosylation factor GTPasa, protein důležitý pro transport váčků
ATP adenosintrifosfát
BMP Bone morphogenetic protein, serin/threoninkinasový receptor
bp base pair(s), pár(ů) basí
c-Fos FBJ osteosarcoma oncogene, transkripční faktor
c-Myc transkripční faktor
Cbl Casitas B-lineage lymphoma, E3 podjednotka ubikvitinligasy
cDNA komplementární deoxyribonukleotidová kyselina (vzniká reversní transkripcí mRNA)
CR doména cysteine-rich (na cystein bohatá) doména
DER Drosophila EGF receptor, EGF receptor u octomilky
DNA deoxyribonukleotidová kyselina
Drk Downstream of receptor kinase, protein signální transdukce
EGF epidermal growth factor, epidermální růstový faktor
EGFR receptor pro epidermální růstový faktor
egl-1 Egg-laying defective 1, gen pro protein spouštějící apoptosu
Elk transkripční faktor
Eps-8 Epidermal growth factor receptor pathway substrate 8, protein signální transdukce vážící se 
na EGFR
ER endoplasmatické retikulum
ERAD ER-associated degradation, degradace asociovaná s ER
ErbB erythroblastosis oncogene B, lidský EGF receptor
Erm-1 Ezrin/Radixin/Moesin 1, protein propojující plasmatickou membránu s aktinovým 
cytoskeletem
FGF fibroblast growth factor, fibroblastový růstový faktor
FGFR fibroblast growth factor receptor, receptor pro fibroblastový růstový faktor
GA Golgiho aparát
Gap-1 GTPase-activating protein 1, protein aktivující Ras GTPasu




HLH-2 Helix-loop-helix 2, transkripční faktor
Hox-protein produkt Hox (homeobox) genu, protein podílející se na ustavení tělního plánu organismu
CHIP chaperone-interacting protein, ubikvitinligasa
Ig imunoglobulin, imunoglobulinový
Jak Janusova kinasa, protein signální transdukce
kb kilobase
Let-23 Lethal-23, EGF receptor u C. elegans
LIN-3 homolog epidermálního růstového faktoru u C. elegans
LRR leucin-rich repeat, na leucin bohatý motiv
MAP kinasa mitogen-activated protein kinase
MBV multivesicular body, vnitrobuněčný váček, z jehož membrány se do jeho lumen odškrcují 
váčky obsahující materiál určený k degradaci
mRNA messenger RNA, mediátorová RNA
NFκB nuclear factor kappa B, regulátor transkripce
NHR nuclear hormone receptor
NHR nuclear hormone receptor, jaderný receptor pro hormony
p21 inhibitor cyklin dependentních kinas




PLC-γ fosfolipasa C gama
PRR proline-rich region, oblast bohatá na prolin
PTB doména phosphotyrosine binding, fosfotyrosin vazebná
Rab-5/7 GTPasa zajišťující transport váčků
Ras Rat sarcoma, GTPasa aktivující MAP kinasovou kaskádu
RHBDL-2 Rhomboid-like 2, lidská intramembránová proteasa z rodiny rhomboidů
RNA ribonukleotidová kyselina
ROM-1 Rhomboid 1, intramembránová proteasa z rodiny rhomboidů
SH2 doména Src homology 2, doména vážící se na fosforylované tyrosinové zbytky
SL1 splice leader 1
Sli-1 Suppressor of lineage defect, E3 podjednotka ubikvitinligasy u C. elegans
Src nereceptorová tyrosinkinasa, protein signální transdukce
STAT signal transducer and activator of transcription; protein signální transdukce
SWI/SNF chromatin remodelující komplex
TGFα/β transforming growth factor α/β, transformující růstový faktor α/β
TMPS triple membrane-passing signal, signál třikrát procházející přes membránu
vii
UTR untranslated region, úsek mRNA, jenž není translatován
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1 Úvod
1.1 Co je EGF receptor?
Receptor pro epidermální růstový faktor (dále EGF receptor1) je transmembránový protein patřící do 
skupiny receptorů s vlastní tyrosinkinasovou aktivitou (S. Cohen  et al.,  1982). Je přítomen u organismů 
napříč  fylogenetickým  spektrem,  nevyjímaje  oblíbené  modelové  organismy  (Cænorhabditis  elegans, 
Drosophila melanogaster či  Mus musculus) ani moderního člověka (Homo sapiens sapiens) (Aroian et al., 
1990; Cohen et al., 1980; S. Cohen et al., 1982; Livneh et al., 1985). Jeho cílovou destinací v rámci buňky je 
plasmatická membrána, kde plní roli sensoru signálů z vnějšího prostředí a spouštěče adekvátních odpovědí 
uvnitř buňky (Cohen et al., 1980).
1.2 Struktura EGF receptoru
_________________________
1 Poznámka: V odborné literatuře je pojem „EGF receptor“ užíván jednak ve smyslu obecném, tedy pro označení 
receptoru aktivovatelného ligandem s EGF-like doménou, druhak pro označení molekuly ErbB1, jednoho ze čtyř 
EGF receptorů přítomných u savců. Za účelem vyhnutí se nejednoznačnostem je v této bakalářské práci termín EGF 
receptor (EGFR) vždy míněn sensu lato.
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EGF receptor je transmembránový protein typu I 
(Ullrich  et  al.,  1984). Lipidovou  dvojvrstvou  tedy 
prostupuje pouze jednou, jsa svým C-koncem orientován 
do cytosolu (obr. 1). Jeho extracelulární část obsahuje dvě 
domény bohaté na cystein (CR domény) uplatňující se jak 
při zachování neaktivní konformace, tak při tvorbě dimerů 
po aktivaci receptoru (Aroian et al., 1990; Ferguson et al., 
2003;  Jorissen  et  al.,  2000).  Zbylé  dvě  domény 
extracelulární části – pro obsah leucinových motivů zvané 
L1 a L2 – tvoří vazebné místo pro ligand (Ogiso  et al., 
2002), jsouce od sebe v neaktivním stavu oddáleny díky 
interakci CR domén (Ferguson  et al., 2003) (obr. 2). Za 
transmembránovým  α-helixem  (Mineev  et  al.,  2010) 
následuje konservovaná tyrosinkinasová doména (Ullrich 
et  al.,  1984)  a  variabilní  C-koncová  část  s  tyrosiny 
podstupujícími fosforylaci (Margolis et al., 1989).
Obr. 1: Schéma struktury EGF receptoru. L, 
na  leucin  bohaté  domény;  CR,  na  cystein 
bohaté  domény;  TM,  transmembránová 
doména; TK, tyrosinkinasová doména; C, C-
koncová doména obsahující fosforylovatelné 
tyrosiny  (Y;  jejich  počet  na  obrázku 
neodpovídá  skutečnosti).  Překresleno  podle 
Wells, 1999.
Obr. 2: Struktura extracelulární části EGFR v neaktivní (A) a aktivní (B) konformaci. Upraveno podle Ferguson et al., 
2003.
1.3 Mechanismus aktivace EGF receptoru
Poté, co se do vazebného místa mezi doménami L1 a L2 naváže ligand, dojde k přerušení interakcí  
CR domén držících receptor v neaktivním stavu a k vytrčení „dimerisačního raménka“, jež umožní vytvoření  
dimeru s jiným párem EGF receptor-ligand (obr. 3) (Ferguson et al., 2003). Následuje vzájemná fosforylace 
tyrosinových zbytků v C-koncových doménách obou receptorů,  která vede ke zvýšení  kinasové aktivity 
receptoru (Bertics a Gill, 1985) a k vytvoření vazebných míst pro proteiny signální transdukce. Ty se na  
cytosolickou část receptoru váží svými SH2, PTB či PDZ doménami (Anderson et al., 1990; Kaech et al., 
1998;  Park  et  al.,  1996;  Zhang  et  al.,  2004;  Zhou  et  al.,  1993).  Odlišnost  od  signalisace  skrz  ostatní 
tyrosinkinasové receptory, např. insulinový receptor, tkví v tom, že k vytvoření dimeru EGF receptorů může 
dojít  až  po  navázání  molekuly ligandu  na  každý  z  dimerisačních  partnerů,  neboť  ligand  se  vazebných 
interakcí s protějškem „svého“ receptoru vůbec neúčastní (Garrett et al., 2002; Ogiso et al., 2002).
1.4 Důsledky aktivace EGF receptoru
Aktivovaný EGF receptor většinou spouští Ras/MAP kinasovou dráhu, jejímž vyústěním je posílení 
exprese jaderných genů vedoucí k překonání kontrolních bodů buněčného cyklu a tedy k buněčnému dělení, 
např. transkripčního aktivátoru c-myc nebo cyklinu E (Z. Li et al., 2015). Jiné dráhy signální transdukce EGF 
receptorem spustitelné  vedou rovněž  k  proliferaci  (STAT dráha),  k expresi  antiapoptotických genů (Akt 
kaskáda), k nastartování buněčné pohyblivosti (kaskáda PLC-γ skrz proteiny upravující aktinový cytoskelet) 
či naopak k transkripci apoptotických genů (egl-1 skrz MAP kinasovou dráhu (Jiang a Wu, 2014)) nebo 
diferenciaci (Freeman, 1996). Je tedy nasnadě, že signalisace skrz tuto molekulu vyžaduje přesnou regulaci,  
a to jak časovou, tak prostorovou. Některé z výše jmenovaných procesů jako proliferace či migrace jsou 
nezbytné  pro  správný  průběh  embryonálního  vývoje,  jejich  opětovné  nastartování  či  hyperaktivace 
v pozdějších ontogenetických stadiích může zapříčinit vznik patologií (Neve et al., 2000).
2
Obr. 3: Schéma průběhu aktivace EGF receptoru.  Po navázání  ligandu (1)  následuje změna konformace receptoru 
provázená vytrčením dimerisačního raménka. Poté dojde k dimerisaci (2) a vzájemné fosforylaci tyrosinových zbytků 
obou receptorů v C-koncových doménách (3).  Fosforylované tyrosiny poté slouží  jako vazebná místa pro proteiny 
signální transdukce. (Vlastní tvorba autorky.)
1.5 Cíl této bakalářské práce
V této práci se budu zabývat principy regulace aktivace EGF receptoru u tří v tomto směru nejlépe 
prozkoumaných  organismů,  a  sice  Cænorhabditis  elegans,  Drosophila  melanogaster a  Homo  sapiens 
sapiens. Zaměřím se zejména na způsoby, jakými jsou jednotlivé mechanismy uskutečňovány, a na základě 





U C. elegans je přítomen jediný EGF receptor zvaný Let-23 (Aroian et al., 1990). Své jméno obdržel 
na  základě  pozorování,  že  jeho  absence  způsobuje  letalitu  larev  (Herman,  1978). Pokusy s mutantními 
formami Let-23 ukázaly, že se uplatňuje při vzniku vulvy, posteriorního ektodermu a samčích spikul (Hajnal 
et al.,  1997). Jeho činnost je rovněž důležitá pro plodnost hermafroditů a životaschopnost larev (Lesa a 
Sternberg, 1997).
Nejlépe probádaným procesem z hlediska uplatnění signalisace skrz Let-23 je indukce vzniku vulvy 
(obr. 4), pročež při popisu způsobů jeho regulace budu vycházet především z poznatků shromážděných o 
tomto ději. Během prvního a druhého larválního stadia je z jedenácti buněk (označovaných Pn.p) ventrální  
epidermis  vybráno  šest,  které  mají  potenciál  diferencovat  ve  vulvální  buňky a  v  jejichž  plasmatických 
membránách je Let-23 přítomen. Poté začne buňka nacházející se dorsálně od nich, tzv. ukotvující buňka 
(gonadal anchor cell, GAC) sekretovat molekulu LIN-3, jediný ligand Let-23 receptoru. Největší množství  
tohoto parakrinního signálu obdrží buňka P6.p, která je ukotvující buňce nejblíže; spuštění MAP kinasové 
dráhy v ní kromě posílení exprese let-23 vyvolá přeměnu v předka 1° linie. P6.p také u svých sousedek, P5.p 
a P7.p, produkcí DELTA ligandů indukuje spuštění LIN-12/Notch dráhy. Ta v nich způsobí umlčení Let-23 
signalisace a umožní proměnu v prekursory 2° linie. Zbylé z šesti vyvolených buněk dostávají pouze slabý 
LIN-3  i  DELTA signál  a  následují  3°  osud,  tedy  splynutí  s  epidermálním  syncytiem  hyp7  (shrnuto 
v Sternberg, 2005).
Při  vzniku  jednoho  jediného  orgánu  tedy  dochází  k  uplatnění  jak  positivních  tak  negativních 
regulačních mechanismů aktivace EGF receptoru. Dokonce jsme svědky situace, kdy se jejich využití liší u  
dvou bezprostředně sousedících buněk.
Obr. 4: Indukce  1°  a  2°  buněčných  linií  při  vývoji  vulvy prostřednictvím signalisace  přes  Let-23 receptor.  GAC, 
ukotvující buňka; MAPK, MAP kinasová signální kaskáda. Překresleno podle Escobar-Restrepo a Hajnal, 2014.
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2.2 Transkripční regulace Let-23 signalisace
Studie  Flibotte  et  al.,  2016 ukázala,  že  fenotypy  jedinců  se  změnami  v  aktivitě  chromatin 
remodelujícího  komplexu  SWI/SNF  v  P6.p  buňkách  přesně  kopírují  fenotypy  pokusných  individuí  se 
stejnými změnami v aktivitě Let-23: slabé snížení SWI/SNF aktivity vedlo, stejně jako částečná inaktivace 
Let-23, k „multivulva“ fenotypu, zatímco úplné potlačení SWI/SNF, podobně jako silné potlačení Let-23, 
způsobilo chybění vulvy („vulvaless“ fenotyp). V jiných buňkách však SWI/SNF expresi  let-23 zabraňuje, 
pročež je nasnadě, že se v této regulační cestě angažuje ještě nějaká jiná molekula/molekuly.
V případě ligandu, jehož exprese je omezena na ukotvující buňku, hraje nezastupitelnou roli 59 bp 
dlouhý zesilovač transkripce uvnitř jednoho z intronů. Jeho sekvence obsahuje dva E-box elementy a jedno 
vazebné místo pro nuclear hormone receptor (NHR). Na E-boxy se váže protein HLH-2, homolog E-proteinu 
savců  a  Daughterless  u  Drosophily,  který  zajišťuje  specifickou  expresi  lin-3 v  této  buňce  (Hwang  a 
Sternberg, 2004).
Další geny, které se  regulace transkripce  lin-3 účastní, lze najít pod souhrnným názvem synMuv, 
neboť mutace v nich u háďátek způsobuje „synthetic multivulva“ fenotyp. Jedná se z velké části o jaderné a  
chromatin remodelující proteiny (Ceol a Horvitz, 2004; Davison et al., 2005; Ferguson a Horvitz, 1989).
2.3 Regulace alternativním sestřihem receptoru
Sekvenováním cDNA genu let-23 bylo odhaleno, že se jeho mRNA v buňkách háďátka vyskytuje ve 
dvou sestřihových variantách.  První  z  nich  obsahuje  exony 1–18.  Druhá  na  5'  konci  začíná  tzv.  splice 
leader 1 (SL1) sekvencí, vyskytující se i na jiných mRNA tohoto organismu (Krause a Hirsh, 1987). Na ni 
navazují dva exony kódované před exonem 1, který je však v průběhu úprav pre-mRNA vystřižen, takže 
zbytek  sekvence je  tvořen  exony 2–18 (Sakai  et  al.,  1996).  Pokusy s  návratem k původnímu fenotypu 
(„rescue“ jedinců bez vulvy – vulvaless fenotyp) však ukázaly, že forma obsahující SL1 sekvenci mutanty 
„zachraňovala“ s významně nižší úspěšností. Je tedy možné, že sestřihové varianty  let-23 mají při vývoji 
vulvy vzájemně nezastupitelnou úlohu, nebo že přítomnost SL1 na cDNA tohoto receptoru má inhibiční vliv 
na jeho expresi (Sakai et al., 1996). Výzkum, který by tyto hypotesy ověřil, však dosud neproběhl.
2.4 Regulace lokalisací receptoru
Šest  potencionálních  předchůdkyň  vulválních  buněk  je  součástí  polarisovaného  epitelu  (shrnuto 
v Kim,  1997),  což  znamená,  že  jejich  apikální  a  basolaterální  strana  se  vzájemně  liší  co  do  skladby 
membránových  komponent,  lipidů  i  proteinů.  Za  fysiologického  stavu  je  receptor  Let-23  rozmístěn 
rovnoměrně  po  celém  obvodu  epiteliální  buňky  a  je  tak  připraven  reagovat  na  signál  přicházející  
z basolaterální strany od ukotvující buňky (Skorobogata a Rocheleau, 2012). Mutantní receptor s chybějícími 
šeti  C-koncovými aminokyselinami  však zůstává nahromaděn na apikální  straně,  kde ovšem nemůže na 
žádný signál odpovídat a k vytvoření vulvy proto nedochází. Stejně tomu je i v buňkách jedinců s null mutací 
v  genu  lin-7 (Kaech  et  al.,  1998).  Poněvadž  také  mutanti  v genech  lin-2 a  lin-10 vykazují  „vulvaless“ 
fenotyp (Ferguson a Horvitz, 1985) a poněvadž bylo prokázáno, že proteiny LIN-2, LIN-7 a LIN-10 spolu  
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tvoří komplex vážící se skrze PDZ doménu LIN-7 na C-konec Let-23 (Kaech et al., 1998), lze právě těmto 
třem proteinům (a oněm šesti C-koncovým aminokyselinám) přiřknout hlavní úlohu při cílení EGF receptoru 
na basolaterální membránu (Kaech et al., 1998; Simske et al., 1996).
Aktivitu této trojice proteinů antagonisuje  proteinový komplex AGEF-1/Arf  GTPasa/AP-1.  Není 
ovšem dosud známo,  zda tak činí  přímou interakcí,  nebo zkrátka jen díky tomu,  že  jeho hlavní  rolí  je 
udržovat polarisaci VPC (Skorobogata et al., 2014).
Dalším  faktorem  ovlivňujícím  lokalisaci  receptoru  je  protein  Erm-1.  Jeho  funkcí  je  propojení  
transmembránových či s membránou asociovaných proteinů s aktinovým cytoskeletem (Algrain et al., 1993). 
U P6.p buňky fixuje neaktivní Let-23 na basolaterální membráně a brání jeho endocytose. Žádaným efektem 
pak může být, že buňky 1° linie mají na své basolaterální membráně stále k disposici zásobu EGF receptorů, 
které mohou být aktivovatelné LIN-3 signálem a zajistit tak dlouhodobou stimulaci MAP kinasové dráhy 
(Haag et al., 2014).
2.5 Regulace vazbou ligandu
Jediným  ligandem  Let-23  je  LIN-3,  ortolog  savčího  epidermálního  růstového  faktoru.  Během 
indukce tvorby vulvy je jeho hlavním zdrojem ukotvující buňka (Hill a Sternberg, 1992) (obr. 4). Vazba LIN-
3 receptor aktivuje a vyústí ve spuštění MAP kinasové signální dráhy, jejímž cílem jsou rozličné jaderné  
molekuly jako transkripční faktory LIN-1 a LIN-31 (Tan et al., 1998), gen pro fibroblastový růstový faktor 
(FGF)  egl-17 (Burdine  et  al.,  1998)  nebo Hox-protein LIN-39 (Maloof  a  Kenyon,  1998).  Zároveň také 
dochází k endocytose receptoru a tím pádem též k ukončení signalisace (Haigler  et al., 1979). Ektopická 
exprese LIN-3 internalisaci Let-23 ještě posílí a navodí jeho hromadění na apikální straně VPC (Haag et al., 
2014).
2.6 Regulace alternativním sestřihem ligandu
U háďátka  byly nalezeny celkem tři  sestřihové varianty LIN-3:  krátká  LIN-3S,  delší  LIN-3L a 
nejdelší LIN-3XL (Dutt et al., 2004). Ukotvující buňka, hlavní a nezastupitelný zdroj LIN-3 při vývoji vulvy 
(Kimble, 1981), sekretuje LIN-3S, zato produkce formy LIN-3L je lokalisována v prekursorových buňkách 
vulvy a je závislá na aktivitě intramembránové proteasy ROM-1 z rodiny rhomboid-like proteas. LIN-3L 
isoforma se od krátké varianty liší pouze v patnácti aminokyselinách přidaných vedle štěpicího místa ROM-1 
(Dutt  et  al.,  2004).  Ty mohou hrát  roli  retenčního  signálu  pro Golgiho  aparát  (GA)  a  zapříčiňovat  tak  
nezbytnost  proteolytického štěpení  pro úspěšné projití  na konec sekreční  dráhy,  podobně jako v případě 
EGFR ligandu Spitz u  Drosophily (Dutt  et  al.,  2004).  Stejní  autoři  též nabízejí  model,  podle  něhož při 
indukci tvorby vulvy dochází k sekvenčnímu zesílení signálu: jako odpověď na signál v podobě LIN-3S od 
ukotvující buňky je v buňce P6.p zesílena exprese ROM-1, díky čemuž se nastartuje produkce LIN-3L, která  
společně s laterální LIN-12/Notch signalisací u buněk P5.p a P7.p indukuje přeměnu na 2° linii. Funkce  
varianty LIN-3XL nebyla dosud uspokojivě prozkoumána (Dutt et al., 2004).
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2.7 Regulace dostupností receptoru
Po aktivaci EGF receptoru vazbou ligandu následuje endocytosa receptoru, čímž se snižuje množství 
molekul, které mohou na signál z extracelulárního prostředí odpovídat (Haigler et al., 1979). Internalisovaný 
receptor se vydává na jednu ze dvou možných cest: buď se vrací na původní membránu (recyklace), nebo  
putuje  z časných  endosomů  do  multivesicular  bodies  (MVB)  a  odtud  do  lysosomů,  kde  je  rozložen 
(degradativní cesta) (obr. 5) (Burke et al., 2001).
Endocytované  receptory  mohou  svojí  cytosolickou  částí  dále  signalisovat,  neboť  zůstávají 
asociovány s adaptorovými a efektorovými proteiny (Burke et al., 2001). Význam tohoto jevu teprve začíná 
být doceňován. Ukazuje se totiž, že právě uzavření aktivovaných EGF receptorů do váčků a jejich putování  
do nitra buňky se podílí  na zesilování  signálu směrem k jádru,  kam by se složky MAP kinasové dráhy  
prostou difusí ve fosforylovaném stavu dostávaly dlouho vzhledem k buněčným časovým poměrům (shrnuto 
v Kholodenko, 2002).
Úplné  umlčení  Let-23  signalisace  tedy  zajišťují  proteiny,  které  napomáhají  jeho  vstupu  do 
degradativní cesty. Mezi ně patří Sli-1 (ortolog savčí c-Cbl) (Jongeward et al., 1995), což je E3 podjednotka 
ubikvitinligasy.  Ta  s aktivovaným  EGF  receptorem  interaguje  skrz  vazbu  své  SH2  domény  na  jeho 
fosforylovaný  tyrosin  1225  (viz  odst.  2.9)  a  navazuje  na  něj  ubikvitinylové  zbytky  předurčující  jej 
k degradaci  (Yoon  et  al.,  2000).  Dále  je  to  GTPasa  Rab-7,  jež  zajišťuje  dopravu  Let-23  z pozdních 
endosomů/MVB do lysosomů (Skorobogata a Rocheleau, 2012). Jako negativní regulátor lze z perspektivy 
vnitrobuněčného  váčkového  transportního  systému  označit  také  dynein,  zprostředkovávající  pohyb 
endocytotických váčků směrem k lysosomům (Skorobogata et al., 2016).
Negativním regulátorem negativního regulátoru Rab-5 je protein Eps-8. Jeho exprese je v buňce 
P6.p posílena  díky positivní  zpětné  vazbě  při  aktivaci  Let-23.  Eps-8  asociuje  s komplexem LIN-7/LIN-
2/LIN-10 zajišťujícím basolaterální lokalisaci receptoru (viz odst. 2.4) a brání endocytose receptoru (Stetak 
et al., 2006).
Obr. 5: Osudy endocytovaného Let-23 receptoru. Upraveno podle Burke et al., 2001.
2.8 Regulace dostupností ligandu
Obdržení  (silného)  signálu  v  podobě LIN-3 od GAC v buňce P6.p  mimo jiné  způsobí  zesílení  
exprese Let-23 (Simske et al., 1996). Tudíž se na povrchu této buňky objeví více vazebných míst pro LIN-3, 
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jehož difuse ke vzdálenějším VPC je takto omezena (obr. 6). Tento model potvrzují pozorování, že mutace  
částečně oslabující aktivitu Let-23 překvapivě vedou k vytvoření „multivulva“ fenotypu a že overexprese 
Let-23 tento fenotyp neutralisuje (Hajnal et al., 1997).
Obr. 6:  A – U normálního jedince dochází  k  vyvázání  ligandu EGF receptory na P6.p (i  P5.p a P7.p)  buňkách a 
zamezení ektopickému vzniku vulvy.  B – U mutanta v genu  let-23 a  gap-1 je sekvestrace ligandu nedostatečná a 
citlivost vůči aktivaci Let-23 receptoru zvýšená. Buňky P3.p, P4.p a P8.p na signál od GAC reagují přeměnou na 1°, 2°  
nebo smíšenou (1°/2°) linii. GAC, ukotvující buňka. Překresleno podle Hajnal et al., 1997.
2.9 Regulace fosforylací tyrosinových zbytků
V C-koncové části Let-23 se nachází 8 potencionálních vazebných míst pro domény SH2, jejichž 
součástí je fosforylovatelný tyrosin (obr. 7). Pokusy kolegů (Lesa a Sternberg, 1997) ukázaly, že projevy 
ztráty každého z nich nejsou uniformní. Tyrosiny s čísly 1 a 3 (číslováno od N-konce Let-23 receptoru) se při 
transdukci signálu patrně neuplatňují,  zato fosforylace tyrosinu 5 je nezbytné a dostačující pro plodnost.  
Tyrosiny 6, 7 a 8 pak hrají roli při indukci vulvy a podmiňují životaschopnost. Tyrosin 4 je multifunkční, 
positivně ovlivňuje životaschopnost, plodnost i vývoj vulvy. Tyrosin 2 má negativní vliv na životaschopnost 
a vývoj vulvy; toto pozorování je v souladu s výsledky jiné vědecké skupiny, která jej identifikovala jako  
přímé či nepřímé vazebné místo pro Sli-1, protein negativně regulující signalisaci skrz Let-23 (viz odst. 2.7)  
(Yoon et al., 2000).
Receptor, jenž byl  zbaven všech osmi klíčových tyrosinů, však stále vykazoval asi 10% aktivitu 
vzhledem k svému nezměněnému protějšku. Je tedy možné, že některé signál předávající proteiny s Let-23 
interagují jinak než prostřednictvím SH2 domén, nebo že signalisace může probíhat také skrze fosforylaci 




tyrosinových zbytků je klíčová 
pro různé fenotypové projevy. 
Zobrazena  je  pouze  C-
koncová  doména  EGF 
receptoru.  Překresleno  podle 
Lesa a Sternberg, 1997.
3 Drosophila melanogaster
3.1 Úvod
U octomilky se  rovněž  vyskytuje  jediný  EGF receptor,  zvaný DER (Drosophila EGF receptor) 
(Livneh  et  al.,  1985).  Na rozdíl  od háďátka se při  jeho regulaci  uplatňují  hned čtyři  ligandy  (Neuman-
Silberberg a Schüpbach, 1993; Reich a Shilo, 2002; Rutledge et al., 1992; Schnepp et al., 1996). Aktivovaný 
EGF receptor spouští  MAP kinasovou signální kaskádu, která následně posílí  transkripci jaderných genů 
nezbytných pro započetí buněčného dělení (Brunner  et al., 1994) nebo diferenciace (Schnepp et al., 1996; 
Schweitzer  et al., 1995). Signalisace skrze DER je nezbytná pro mnoho různých procesů napříč stadiemi  
ontogenetického vývoje: od indukce ventrálního ektodermu a položení základů nervové soustavy v raném 
embryonálním stadiu (Raz a Shilo, 1993; Skeath, 1998) přes položení základu křídel, cév a očí u larvy či  
kukly  (Domínguez  et  al.,  1998;  Martin-Blanco  et  al.,  1999;  Nagaraj  et  al.,  1999) po  ustanovení  obou 
hlavních tělních os při zrání oocytů u dospělce (Neuman-Silberberg a Schüpbach, 1996). Není tedy divu, že 
nulová  mutace  v  der genu  je  embryonálně  letální,  což  výzkum funkce  EGF  receptoru  značně  ztěžuje 
(Freeman, 1996; Price et al., 1989).
3.2 Transkripční regulace DER signalisace
Jelikož je EGF receptor exprimován hojně v mnoha tkáních, vypadá to, že hlavní regulace jeho  
aktivity se odehrává posttranskripčně (Zak et al., 1990).
Naproti  tomu exprese většiny ligandů DER vykazuje výraznou tkáňovou specificitu, transkripční  
regulace  u  nich  tedy hraje  klíčovou roli  (Neuman-Silberberg  a  Schüpbach,  1993;  Reich  a  Shilo,  2002; 
Schnepp  et  al.,  1996).  Jedinou  výjimkou  je  Spitz,  jenž  je  hojně  exprimován  napříč  tkáněmi  i 
ontogenetickými  stadii  (Rutledge  et  al.,  1992);  regulace  jeho  biologické  aktivity  se  tedy  odehrává  na 
posttranslační úrovni (viz odst. 3.4.1) (Schweitzer et al., 1995).
3.3 Regulace alternativním sestřihem receptoru
Byly  popsány  celkem  tři  sestřihové  varianty  DER  lišící  se  v  sekvenci  na  nejzazším  5'  konci 
transkriptu  (Schejter  et  al.,  1986).  Jelikož  však  jejich  distribuce  u  embrya,  larvy  i  dospělce  vykazuje 
nápadnou uniformitu, je nejvýš pravděpodobné, že významnou regulační roli nehrají (Schejter et al., 1986).
3.4 Regulace vazbou ligandu
U Drosophily byly dosud objeveny čtyři ligandy EGF receptoru: Spitz, Vein, Gurken a Keren. Tři 
z nich  jsou,  podobně  jako LIN-3 u  háďátka  nebo EGF u  savců,  tvořeny ve  formě  transmembránových 
prekursorů (Neuman-Silberberg a Schüpbach, 1993; Reich a Shilo, 2002; Rutledge et al., 1992); pouze Vein 
je produkován jako solubilní protein (obr. 8) (Schnepp  et al., 1996). Při uvolňování sekretovaných forem 
ligandů se uplatňují intramembránové proteasy z rodiny rhomboid, jichž je v genomu octomilky kódováno 
celkem sedm, z toho šest aktivních (Wasserman et al., 2000; Urban et al., 2002).
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3.4.1 Spitz
Spitz je nejdéle známý ligand DER (Rutledge  et al.,  1992). Jeho transmembránová prekursorová 
forma postrádá schopnost  aktivovat  EGF receptor,  pročež hlavním regulačním krokem jeho produkce je  
proteolytické  štěpení  (Schweitzer  et  al.,  1995).  To  se  odehrává  v  Golgiho  aparátu  prostřednictvím 
intramembránové proteasy Rhomboid 1, která se ve Spitz produkujících buňkách nalézá výhradně v tomto 
vnitrobuněčném kompartmentu  (J.  R.  Lee  et  al.,  2001;  Urban  et  al.,  2001).  Lokalisace  proteolytického 
štěpení do Golgiho aparátu je klíčové pro správnou glykosylaci ligandu: dojde-li k proteolyse dříve, než jsou 
na lumenální  část  Spitzu připojeny O-vázané cukerné zbytky – např.  již  v endoplasmatickém retikulu –, 
glykosylace „předčasně solubilní“ formy Spitzu již neprobíhá, „špatně vyrobený“ ligand není sekretován a  
hromadí se uvnitř buňky (Urban et al., 2002). Bylo rovněž prokázáno, že pro efektivní transport Spitzu do 
Golgiho aparátu je potřebný protein Star – bez jeho přítomnosti totiž transmembránový prekursor ligandu 
zůstává v endoplasmatickém retikulu (J. R. Lee et al., 2001).
Obr. 8: Schematické znázornění čtyř ligandů DER. Ig, 
imunoglobulinová  doména;  EGF,  EGF-like  doména. 
Šipky označují místa štěpení. Převzato z Shilo, 2003.
Obr. 9: Role  proteinů  Star  a  Rhomboid  při  tvorbě 
biologicky aktivní formy Spitzu. Spitz se do ER dostává 
ve  formě  transmembránového  prekursoru  (1).  K jeho 
transportu do GA (2)  je  nezbytný protein  Star.  V GA 
dochází  k odštěpení  ektodomény prekursoru  proteasou 
Rhomboid (3). Solubilní Spitz je vyloučen s buňky (4). 
Rho, Rhomboid; Spi, Spitz. Převzato z Shilo, 2003.
Mezi procesy, při nichž se Spitz uplatňuje, patří indukce ventrálního ektodermu a diferenciace buněk 
složeného oka. V prvním jmenovaném případě je Spitz produkován buňkami střední linie a u nejbližších 
ektodermálních buněk skrze silnou aktivaci DER vypůsobí přeměnu na ventrální ektoderm (Schweitzer  et  
al.,  1995).  Ke vzdálenějším buňkám se, díky sekreci inhibičního proteinu Argos (viz odst.  3.5),  dostane  
pouze slabý signál, což vyústí v slabší aktivaci DER a jejich přeměnu na ventrolaterální ektoderm (Golembo 
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et al., 1996; Raz a Shilo, 1993).
Vývoj složeného oka je příkladem, že Rhomboid 1 není jedinou proteasou zajišťující štěpení Spitzu. 
Bylo prokázáno, že při sekreci ligandů se vzájemně doplňují Rhomboid 1 a Rhomboid 3; jelikož však mutace 
v druhém jmenovaném proteinu způsobují větší fenotypovou změnu, vypadá to, že role Rhomboidu 3 je o 
něco významnější  (Wasserman  et  al.,  2000).  Proces vedoucí  k diferenciaci  jednotlivých buněčných typů 
začíná od fotoreceptorové buňky R8 uprostřed budoucího ommatidia, která produkuje Spitz a Keren. Ty 
aktivují  DER nejbližších buněk a vypůsobí  v  nich jednak diferenciaci  ve fotoreceptory,  jednak započetí  
produkce inhibičního ligandu Argos. Poté, co je přeměna  indukovaných buněk dokončena, stanou se tyto 
novými zdroji Spitzu a Kerenu a stejným způsobem vypůsobí diferenciaci buněk okolo sebe. Celá smyčka se 
opakuje ještě několikrát, dokud není rozrůznění na jednotlivé buněčné typy dokonáno (Freeman, 1996).
3.4.2 Keren
Keren je zatím posledním přírůstkem do skupiny ligandů DER. Svou aminokyselinovou sekvencí i 
celkovou strukturou nejvíce připomíná Spitz, avšak na rozdíl od něj je exprimován jen velmi slabě (Reich a  
Shilo, 2002). Jeho pre-mRNA může být sestřižena dvěma různými způsoby. První vede ke spojení 5' UTR 
s kódující sekvencí pro Keren, druhý ke spojení stejné 5' UTR s kódující sekvencí zcela jiného proteinu. 
Frekvence alternativního sestřihu tedy může být jedním ze způsobů regulace produkce tohoto ligandu (Reich 
a Shilo, 2002). Podobně jako v případě Spitzu je efektivní produkce Kerenu závislá na činnosti proteinů Star 
a Rhomboid (obr. 9) (Reich a Shilo, 2002). Jelikož však retenční signál pro ER není tak silný jako u Spitzu,  
dochází k občasnému úniku prekursoru Keren do Golgiho aparátu (nebo až na plasmatickou membránu) i 
bez přítomnosti Staru (Reich a Shilo, 2002). Bylo však prokázáno, že na rozdíl od Spitzu Keren  podstupuje 
také  méně  časté,  na  Staru  a  Rhomboidu nezávislé  štěpení,  pravděpodobně  díky dosud neidentifikované 
serinové protease (Reich a Shilo, 2002). Při ektopické expresi Kerenu k tomuto basálnímu štěpení docházelo 
rovněž, z čehož lze vyvodit, že ona záhadná proteasa je všudypřítomná a že v tomto případě bude hlavní 
regulační roli hrát transkripční kontrola ligandu (Reich a Shilo, 2002).
Při vývoji octomilky se Keren vzájemně doplňuje s ostatními ligandy, např. se Spitzem při indukci 
diferenciace buněk v ommatidiích (Brown et al., 2007).
3.4.3 Gurken
Gurken, poslední z ligandů DER tvořených z transmembránového prekursoru, je spjat především 
s procesy probíhajícími při zrání vaječného folikulu (Neuman-Silberberg a Schüpbach, 1993). Je exprimován 
ve  formujícím se  oocytu,  přičemž  jeho lokalisace  je,  alespoň  v časných  stadiích  maturace,  dána  posicí 
odpovídající mRNA (Neuman-Silberberg a Schüpbach, 1996). Podobně jako u Spitzu a Kerenu biologickou 
aktivitu  vykazuje  pouze  solubilní  forma  odštěpovaná  z  membránového  prekursoru  nejspíše  proteasou 
Brother-of-Rhomboid (neboli  Rhomboid 2)  (Ghiglione  et  al.,  2002;  Guichard  et  al.,  2000;  Urban et  al., 
2002). Pro efektivní sekreci tohoto ligandu je kromě Staru potřebný také protein Cornichon (Roth  et al., 
1995).  Uvolněný Gurken aktivuje EGF receptory na nejbližších buňkách folikulu a spouští  v nich MAP 
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kinasovou kaskádu vedoucí k jejich diferenciaci a také v nich nastartuje produkci zpětného signálu pro oocyt 
(Peri  et al., 1999; Roth  et al.,  1995). Nejprve se tento proces odehrává na budoucím posteriorním konci 
oocytu a vyúsťuje v ustavení předozadní (anterioposteriorní) osy a v přesun jádra oocytu i gurken mRNA do 
budoucí anteriodorsální části, kde se v průběhu střední fáze maturace odehraje totéž (Roth et al., 1995).
3.4.4 Vein
Vein  se  od  ostatních  ligandů  DER  liší  hned  v  několika  ohledech.  Za  prvé  tím,  že  postrádá 
transmembránovou doménu a pro svou aktivaci tudíž nevyžaduje proteolytické štěpení; za druhé tím, že 
kromě  EGF-like  domény  obsahuje  též  imunoglobulinovou  (Ig-like)  doménu,  čímž  se  podobá  savčím 
neuregulinům (Schnepp  et  al.,  1996).  Jeho mRNA existuje  ve  dvou sestřihových  variantách  lišících  se 
v jediném intronu, není však známo, zda jsou jejich proteinové produkty rozrůzněny ve svých biologických 
aktivitách (Schnepp et al., 1996). Působnost Veinu se z velké části překrývá se Spitzem: podílí se na vzniku 
ventrálního a ventrolaterálního ektodermu a také na diferenciaci žilek při vývoji křídel (Martin-Blanco et al., 
1999). Na rozdíl od Spitzu však EGF receptor aktivuje daleko slaběji (Schnepp  et al., 1998). Prostorová 
exprese Veinu je omezena pouze na vybrané buněčné populace (dva ventrolaterální proužky u gastruly, břišní  
střední páska u pozdní gastruly, základy periferní nervové soustavy a chordotonálních orgánů, stěna střeva u 
pozdního  embrya),  a  to  nejspíše  díky  ovlivnění  transkripce,  neboť  proteolytická  regulace  jeho  sekrece 
nepřipadá v úvahu (Schnepp et al., 1996).
3.5 Regulace negativní zpětnou vazbou
Silnou aktivaci EGF receptoru zpravidla následuje sekrece proteinu Argos (Golembo et al., 1996). 
Ten z okolí buňky vyvazuje Spitz a působí tak utlumení signalisace skrze DER (obr. 10) (Klein et al., 2004). 
Argos je strukturně podobný extracelulárním doménám receptorů pro TGFβ či BMP, skládá se ze tří domén 
tvořených β-listy a Spitz váže prostřednictvím dvou vazebných míst ve dvou různých doménách, podobně 
jako EGF receptor (obr. 11) (Ferguson et al., 2003; Klein et al., 2008). Ačkoli bylo předpokládáno, že Argos 
jako solubilní molekula působí na dlouhou vzdálenost (model tzv. vzdálené inhibice, Golembo et al., 1996), 
výsledky výpočetní analysy naznačují, že pravdou může být pravý opak (Reeves et al., 2005).
Aktivací EGF receptoru je spouštěna také exprese transmembránového proteinu Kekkon2, která však 
na rozdíl od Argosu vykazuje stupňovitý charakter (Ghiglione  et al., 1999). Kekkon se pomocí na leucin 
bohatých domén (leucin-rich repeats,  LRR) ve své extracelulární části  váže na DER tak, že znemožňuje  
vazbu  ligandu  (Ghiglione  et  al.,  2003).  Na  této  interakci  se  podílí  také  jeho  transmembránový  úsek 
(Ghiglione  et  al.,  1999),  zatímco cytosolická část  Kekkonu je  nezbytná pro jeho správnou – apikální  – 
lokalisaci  (Ghiglione  et  al.,  2003).  Mutace  v  tomto  regulačním proteinu  se  ve  fenotypu  nijak  výrazně 
neprojevují, což je známkou překrývajících se funkcí inhibitorů DER (Musacchio a Perrimon, 1996).
_________________________
2 V genomu Drosophily bylo dosud identifikováno celkem šest lokusů nazývaných kekkon, avšak inhibiční vliv na 
DER byl dosud popsán pouze u Kekkonu 1 (Alvarado et al., 2004). Není-li uvedeno jinak, je v této práci pod 
pojmem Kekkon míněn vždy pouze proteinový produkt tohoto genu.
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Obr. 10: Schéma  mechanismů  působení  inhibitorů 
DER.  Kek,  Kekkon;  Spry,  Sprouty;  sSpi,  solubilní 
forma Spitzu. Převzato z Shilo, 2003.
Obr. 11: Argos  inhibuje  aktivaci  DER  vyvazováním 
ligandu Spitz do komplexu 1:1. Upraveno podle Klein 
et al., 2008.
Dalším proteinem, jehož exprese je podmíněna aktivací MAP kinasové dráhy, je Sprouty (Casci et  
al., 1999). Jedná se o intracelulární protein asociovaný s vnitřní stranou plasmatické membrány (Casci et al., 
1999). Princip jeho inhibičního působení je zřejmě založen na znemožnění správného sestavení proteinů  
signální transdukce do komplexu vazbou na dva z nich, Drk a Gap-1 (Casci et al., 1999).
Echinoid je transmembránový protein s šesti Ig-like doménami homologický L1-rodině adhezních 
molekul (Bai  et al.,  2001). Podobně jako ony interaguje se svými protějšky na okolních buňkách a také 
podstupuje odštěpování ektodomény (Spencer a Cagan, 2003). Na rozdíl od výše popsaných inhibitorů DER 
však zřejmě nepodléhá transkričpní regulaci (Bai et al., 2001). Bylo prokázáno, že Echinoid na plasmatické 
membráně kolokalisuje s DER, že je v odpověď na jeho aktivaci fosforylován (Spencer a Cagan, 2003) a 
konečně též že cytosolická část Echinoidu je nezbytná pro jeho inhibiční vliv na EGF receptor (Islam et al., 
2003).  Podle  modelu  vycházejícího  z  poznatků  o  inhibitorech  aktivity  tyrosinkinasových  receptorů  u 
obratlovců se na fosforylovaný Echinoid váže protein Corkscrew, který tím pádem nemůže zprostředkovat  
interakce mezi efektorovými proteiny signální transdukce (Spencer a Cagan, 2003).
Specifickým inhibitorem EGF receptoru je rovněž Fasciclin-2 (Mao a Freeman, 2009). Je-li, stejně 
jako u Argosu či Kekkonu, jeho exprese závislá na aktivaci DER, není dosud spolehlivě potvrzeno, a také  
přesný mechanismus inhibice zůstává neobjasněn (Mao a Freeman, 2009).
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3.6 Regulace dostupností receptoru
Podobně jako u C. elegans je i u Drosophily množství receptoru dostupného pro navázání ligandu 
negativně ovlivňováno ubikvitinligasou D-Cbl,  která  po jeho aktivaci  napomáhá  endocytose  (Pai  et  al., 
2000).  D-Cbl  se  vyskytuje  ve  dvou  isoformách:  isoforma  L obsahuje  jak  RING doménu  klíčovou  pro 
internalisaci EGF receptoru, tak na prolin bohatou doménu (proline-rich region, PRR), u isoformy S však 
PRR chybí (Pai et al., 2006). D-CblL navozuje endocytosu aktivovaného EGF receptoru v závislosti na míře 
své exprese, zatímco činnost D-CblS tuto závislost nevykazuje (Pai  et al., 2006). L-forma ubikvitinligasy 
endocytovaný receptor cílí do Rab5/Rab7 dráhy končící jeho degradací v lysosomech (Chang et al., 2008), 
spolupracujíc při tom s proteinem Drk (Wang a Pai, 2011). S ohledem na skutečnost, že buněčná lokalisace 
forem S a L se zdá být odlišná, lze předpokládat, že EGF receptor endocytovaný za účasti D-CblS směřuje  
do jiné transportní dráhy (Pai et al., 2006).
3.7 Regulace dostupností ligandu
Pozoruhodnou roli hraje výše zmíněná D-Cbl ubikvitinligasa při zrání oocytu. Bylo prokázáno, že 
efektivní pohlcování EGF receptoru s navázaným proteinem Gurken buňkami folikulu mimo jiné zamezuje 
příliš daleké difusi tohoto ligandu a tedy i dorsalisaci embrya (Chang et al., 2008).
Jiným proteinem podílejícím se na regulaci dostupnosti  ligandů je Rhomboid 5 – nazývaný také 
iRhom –, který postrádá proteolytickou aktivitu (Urban et al., 2002). Jeho exprese byla prokázána v buňkách 
dávajících  vznik  nervové  soustavě  u  všech  ontogenetických  stadií  a  jeho  absence  spojena  s  častějším 
upadáním do  spánku  (Zettl  et  al.,  2011).  iRhom se  vyskytuje  toliko  v endoplasmatickém retikulu,  kde 
interaguje s prekursory ligandů DER a vysílá je na cestu tzv.  degradace asociované s endoplasmatickým 
retikulem (ER-associated degradation, ERAD) (Zettl  et al., 2011). Pouť nešťastných ligandů zřejmě končí 
v proteasomech, neboť inhibitory těchto „buněčných štěpkovačů“ činnost iRhomu efektivně hatí (Zettl et al., 
2011).
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4 Homo sapiens sapiens
4.1 Diversita lidských EGF receptorů
U člověka jsou přítomny hned čtyři EGF receptory: ErbB1 známý jako EGFR nebo HER1, ErbB2 
označovaný HER2 či Neu, ErbB3 zvaný též HER3 a konečně ErbB4 neboli HER4 (Cohen  et al.,  1980; 
Kraus  et  al.,  1989;  Plowman  et  al.,  1993;  Yamamoto  et  al.,  1986).  Za  účelem  zachování  jednotné 
terminologie budu v této práci používat názvy ErbB1, ErbB2, ErbB3 a ErbB4.
Prvním  popsaným  EGF  receptorem se  stal  ErbB1  (Cohen  et  al.,  1980).  Nachází  se  na  všech 
epiteliálních a stromálních buňkách, na vybraných buňkách gliových a některých buňkách hladkých svalů  
(shrnuto  v Wells,  1999),  ve  fibroblastech  a  naopak  chybí  v  melanocytech  (Kraus  et  al.,  1989).  U 
polarisovaných  buněk  epitelů  je  přítomen  především  na  basolaterální  straně,  čímž  je  zabráněno  jeho 
nežádoucí  aktivaci  ligandy  produkovanými  do  lumen  (Marti  et  al.,  1989).  ErbB1  má  zachovanou  jak 
schopnost vázat ligandy (viz odst. 4.5) tak tyrosinkinasovou aktivitu (obr. 12 A) (S. Cohen et al., 1982).
Naproti tomu ErbB2 schopnost vázat ligandy zřejmě nemá, neboť žádná přirozeně se naň vážící  
molekula přes velkou snahu dosud nebyla identifikována (Klapper et al., 1999; Kochupurakkal et al., 2005). 
Krystalová  struktura  jeho  extracelulární  domény odhalila,  že  domény L1  a  L2  svou  posicí  napodobují 
konformaci receptoru s navázaným ligandem (obr. 12 B) (Hu et al., 2015). Tyrosinkinasová doména tohoto 
EGF receptoru však je plně funkční (Holmes et al., 1992). ErbB2 najdeme na nervosvalových spojích (Zhu 
et al., 1995) a také v mléčné žláze (Neve et al., 2000), v keratinocytech, melanocytech, epitelech žlaz i ve 
fibroblastech (Kraus et al., 1989).
Receptor ErbB3 se vyskytuje v keratinocytech, melanocytech, epitelu žaludku, plic či ledvin, také  
v mozku, v placentě (Kraus  et al., 1989) a na nervosvalových spojích (Zhu et al., 1995), ovšem nikoli ve 
fibroblastech ani lymfoidní tkáni (Kraus  et al., 1989). Co do signalisačních vlastností je přesným opakem 
ErbB2: na jeho extracelulární část se váží rozličné ligandy (viz odst. 4.5), avšak doména tyrosinkinasová má,  
ve srovnání s ErbB1, prakticky nulovou schopnost fosforylovat (Guy et al., 1994). 
Poslední  z  ErbB  receptorů,  ErbB4,  se  rovněž  vyskytuje  na  postsynaptických  membránách 
nervosvalových spojů (Zhu et al., 1995), hojně v mozku, srdci, ledvinách (Plowman et al., 1993), mozečku, 
míše (Elenius et al., 1999, 1997) a konečně též v mléčné žláze (Sawyer et al., 1998). Podobně jako ErbB1 je 
aktivován několika ligandy a rovněž jeho tyrosinkinasová aktivita je neporušena (Plowman  et al.,  1993; 
Riese et al., 1996).
Je však potřeba mít  na paměti,  že z důvodů etických a legislativních byly mnohé pokusy,  např.  
s knock-outy genů, prováděny na myších a teprve podle jejich výsledků usuzováno na způsob fungování 
dotyčných molekul v lidském těle (Sibilia et al., 2007).
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Obr. 12: A – Schematické znázornění čtyř EGF receptorů u savců a jejich interakcí s ligandy. AR – amphiregulin, BTC 
– betacellulin,  EPG  – epigen,  EPR  – epiregulin.  Překresleno  podle  Seshacharyulu  et  al.,  2012.  B – Struktura 
extracelulární části ErbB2. Posice L domén tvořících u ostatních ErbB molekul vazebné místo pro ligand odpovídá  
konformaci receptoru s navázaným ligandem (srovnej s obr. 2). Upraveno podle Hu et al., 2015.
4.2 Biologické efekty aktivace EGF receptorů
Důsledky  aktivace  ErbB  receptorů  se  do  značné  míry  odvíjejí  od  toho,  jaké  dráhy  signální  
transdukce jsou jimi právě spouštěny (obr. 13). Stimulací MAP kinasové kaskády, pro EGF receptory tolik 
typické, jsou positivně ovlivněny transkripční faktory c-Myc a Elk, které usnadňují překonání kontrolních 
bodů buněčného cyklu a započetí dělení a napomáhají též přežití  buněk (Booy  et al.,  2011; Neve  et al., 
2000). Aktivací Akt (PKB) kinasy prostřednictvím PI-3 kinasy je zase docíleno odklizení molekul bránících  
proliferaci do cytoplasmy (Viglietto  et al., 2002; Zhou  et al., 2001a) popř. jejich degradace (Zhou  et al., 
2001b),  jakož  i  zablokování  proapoptotické kaspázy 9  fosforylací  (Cardone  et  al.,  1998).  Dráha  PLC-γ 
naopak  působí  umlčení  MAP  kinasové  kaskády  a  skrze  stimulaci  proteinů  remodelujících  aktinový 
cytosleket usnadňuje buněčnou pohyblivost (Wells  et al., 1998). Fosforylace transkripčních faktorů STAT 
rovněž vede k posílení exprese proteinů posilujících proliferaci, např. c-Myc, c-Fos nebo p21 (Shirogane et  
al., 1999; Sinibaldi et al., 2000; Yang et al., 2003). Kromě těchto „klasických“ drah signální transdukce byla 
popsána také situace, kdy ErbB receptor (či jeho část) putuje do jádra a spolu s dalšími proteiny se podílí na  
transkripci genů (Komuro et al., 2003; Ni et al., 2001).
4.3 Transkripční regulace EGFR signalisace
Co se ErbB receptorů týče, bylo doposud vyzkoumáno, že v mléčné žláze je transkripce ErbB1 i  
ErbB2 negativně regulována přítomností estrogenu (Borg et al., 1994; Yarden et al., 2001; Yoshimaru et al., 
2015). Nicméně jiná studie předchozí tvrzení nevyvracejíc ukazuje, že promotor ErbB1 genu je positivně 
regulován skrze vazbu estrogenu na jeho receptor (Salvatori et al., 2000).
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O transkripční regulaci ligandů je toho známo mnohem více. Transkripci TGFα a amphiregulinu 
posiluje protein Ras, jenž je sám aktivován skrze EGF receptory a účastní se tudíž positivní zpětnovazebné 
smyčky (Sizemore  et al., 1999). Ektodysplasin skrze NFκB positivně reguluje transkripci amphiregulinu a 
epigenu v kůži (Voutilainen et al., 2012). Interleukin-13 má u myší týž vliv na transkripci epigenu v horních 
cestách dýchacích (Taniguchi et al., 2011). Luteinisační hormon a choriogonadotropin zase stimulují expresi 
amphiregulinu,  epigenu  a  epiregulinu  v granulosových  buňkách  myších  vaječných  folikulů  (Carletti  a 
Christenson, 2009). 
Obr. 13: Aktivace  EGF  receptorů  vede  ke  spuštění  mnoha  drah  signální  transdukce,  jejichž  cílem  jsou  jaderné 
transkripční modulátory. Upraveno podle Yarden a Sliwkowski, 2001.
4.4 Regulace alternativním sestřihem receptorů
ErbB1 existuje v několika se střihových variantách. Celodélkový transkript je kódován mRNA o 
délce  10 nebo 5,8 kb (Xu  et  al.,  1984).  Analysa cDNA z různých tkání  odhalila  existenci  forem,  které 
obsahují větší či  menší část extracelulární části receptoru, avšak transmembránová i  cytosolická část jim 
zcela chybí (Reiter et al., 2001; Reiter a Maihle, 2003, 1996). Pozoruhodné je, že i přesto jsou některé z nich 
asociovány s membránou (Reiter  a  Maihle,  2003).  Na rozdíl  od nezkráceného ErbB1 receptoru ochotně 
podstupují  proteolytické  štěpení  metalloproteasou  ADAM-17,  díky  němuž  je  jejich  N-koncová  část  
uvolňována do séra (Reiter a Maihle, 2003; Wilken et al., 2013). V případě 3,0 kb varianty bylo prokázáno, 
že solubilní forma tohoto transkriptu snižuje tyrosinkinasovou aktivitu plnodélkového receptoru (Basu et al., 
1989).  Jelikož všechny solubilní  formy ErbB1 si  ponechávají  schopnost  vázat  ligandy (Reiter  a Maihle,  
1996;  Wilken  et  al.,  2013),  je  možné,  se  tak  děje  prostým  vyvázáním  dostupného  ligandu.  Není  bez 
zajímavosti,  že  u  některých  typů  rakovin  byly  objeveny  aberantní  alternativní  transkripty  ErbB1 
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(Guillaudeau et al., 2012), jakož i fakt, že obsah solubilní formy tohoto receptoru v séru pacienta je využíván 
jako indikátor při odhadu účinnosti léčby na něj cílené (shrnuto v Baron et al., 2009).
V případě ErbB2 byla popsána přirozeně se vyskytující solubilní forma bránící aktivaci ostatních 
ErbB receptorů pojmenovaná Herstatin (Azios et al., 2001; Doherty et al., 1999). V rakovinných buňkách se 
však, podobně jako u ErbB1, vyskytují též aberantní sestřihové varianty (Omenn et al., 2014; Scott  et al., 
1993).
ErbB3 receptoru bylo připsáno šestero alternativních transkriptů, z nichž jsou čtyři solubilní (Katoh 
et al., 1993; Lee a Maihle, 1998). Podrobné zkoumání jednoho z jejich proteinových produktů, p85, ukázalo,  
že  tato  sekretovaná  forma  receptoru  je  schopna  vázat  ligand  neuregulin 1  a  tlumit  tak  jím 
zprostředkovávanou aktivaci transmembránových ErbB2, 3 a 4 (H. Lee et al., 2001).
V případě  ErbB4  byly  identifikovány celkem tři  sestřihové  varianty:  plnodélková  odpovídající 
původně  objevenému  genu  (označovaná  JM-a  CYT-1)  (Plowman  et  al.,  1993),  dále  varianta  s  deseti 
chybějícími  aminokyselinami  v  extracelulární  části  blízko  membrány  (JM-b)  a  konečně  forma  se 
šestnáctiaminokyselinovou delecí v cytosolické části (CYT-2) (Elenius et al., 1997; Sawyer et al., 1998). Ač 
jsou všechny tyto isoformy schopny aktivace vazbou ligandu, v jiných svých vlastnostech se podstatně liší.  
Zatímco nezkrácená JM-a CYT-1 forma podstupuje odštěpování ektodomény (viz odst. 4.11), JM-b forma je 
vůči tomuto štěpení odolná (Elenius et al., 1997). CYT-2 varianta zase ve své C-koncové doméně postrádá 
vazebné místo pro PI-3 kinasu a není tedy, na rozdíl od ostatních dvou forem, skrze tento protein signální  
transdukce schopná komunikovat (Elenius et al., 1999; Sawyer et al., 1998). Bylo rovněž prokázáno, že týž 
ligand může prostřednictvím různých variant ErbB4 spustit různé buněčné odpovědi: nezkrácená forma na 
přítomnost  neuregulinu β1  reaguje  stimulací  cytoprotektivních  drah,  forma  CYT-2 spuštěním chemotaxe 
(Kainulainen et al., 2000). Isoformy ErbB4 se také vzájemně odlišují co do tkáňové lokalisace (viz odst. 4.1) 
(Elenius  et al.,  1999, 1997). Ze všech těchto indicií jasně vysvítá,  že v případě ErbB4 hraje alternativní 
sestřih klíčovou regulační roli.
4.5 Regulace vazbou ligandu
U lidských ErbB receptorů byla identifikována více než jedna desítka ligandů (shrnuto v Singh a 
Coffey,  2014).  Stojí  za  to  si  povšimnout,  že  všechny jsou  produkovány ve  formě  transmembránových 
prekursorů a z nich poté odštěpovány metalloproteasami skupiny ADAM (shrnuto v Blobel, 2005). Ligandy 
se  vzájemně  mohou  lišit  jednak  tkáňovou  expresí,  druhak  specificitou  vazby  vůči  jednotlivým  ErbB 
molekulám (viz níže). Pole působnosti ligandů se in vivo často překrývají, což má za následek, že 1) knock-
out jediného z nich se nemusí vůbec projevit, neboť ostatní ligandy jej hravě zaskočí (Dahlhoff et al., 2013), 
2)  odstranění  více  než  jednoho  genu  zároveň  má  horší  důsledky  než  součet  efektů  jejich  separátních  
nulových mutací (Luetteke et al., 1999).
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4.5.1 Epidermální růstový faktor (EGF)
Epidermální růstový faktor, ligand specifický pro ErbB1, byl objeven dříve než EGF receptor sám 
(Cohen,  1962;  Cohen  a  Carpenter,  1975;  Jones  et  al.,  1999).  Jeho  transmembránový  prekursor  ve  své 
extracelulární  části  obsahuje  9  EGF-like  domén  (Bell  et  al.,  1986).  Metalloproteasa  ADAM-10  z  něj 
odštěpuje celou ektodoménu, avšak biologicky aktivní forma EGF vzniká její další proteolysou a představuje 
pouze 53  aminokyselin z juxtamembránové části (Bell  et al.,  1986; Dempsey  et al.,  1997; Sahin  et al., 
2004). EGF je produkován v buňkách epitelu vzestupného raménka nefronů (Rall et al., 1985), slinné žlázy a 
Brunnnerových žlaz dvanáctníku (Heitz et al., 1978), přičemž je distribuován rovnoměrně po celém povrchu 
plasmatické  membrány  (Dempsey  et  al.,  1997).  Proteolytické  štěpení  však  probíhá  preferenčně  na 
basolaterální  straně (Dempsey  et  al.,  1997).  EGF  může  být  štěpen  také  intramembránovou  proteasou 
RHBDL-2 (Adrain et al., 2011).
4.5.2 Transformující růstový faktor α (TGFα)
TGFα se nejsilněji váže na receptor ErbB1 (Jones et al., 1999). Jeho transmembránová forma se u 
polarisovaných epitelů nachází  převážně na basolaterální  straně (Dempsey a Coffey,  1994),  kde dochází 
k uvolnění  biologicky  aktivního  proteinu  činností  proteasy  ADAM-17  (Peschon  et  al.,  1998).  Jelikož 
proteolytické štěpení nastává takřka okamžitě, rychlost určující krok produkce tohoto ligandu představuje  
jeho doprava na cílovou membránu (Dempsey a Coffey, 1994). Po uvolnění ze své transmembránové formy 
je TGFα promptně vyvázán dostupnými ErbB receptory (Dempsey a Coffey, 1994), čímž je zabráněno jeho 
difusi ke vzdálenějším buňkám a pole jeho působnosti omezeno na auto- a juxtakrinní signalisaci (Dempsey 
a Coffey, 1994) . Je-li tento regulační děj narušen, např. zablokováním vazebných míst na EGF receptorech  
protilátkami, může difuse tohoto ligandu do širšího okolí přilákat leukocyty a vést k vytvoření zánětu, což je  
např. jeden z vedlejších účinků léčby monoklonálními protilátkami cílenými proti ErbB receptorům (Harris  
et al., 2003). U TGFα byla také zaznamenána extrakrinní signalisace, při níž po dopravení prekursoru na  
plasmatickou membránu dochází  nejprve k jeho endocytose,  poté  k vypučení  do lumen endocytotického 
váčku a následnému vyloučení z buňky ve formě exosomu (obr. 14) (Higginbotham et al., 2011).
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Obr. 14: Schéma  extrakrinní 
signalisace.  Ligand  je  po  dopravení 
na  plasmatickou  membránu  nejprve 
endocytován (1,  2),  poté  se  dostává 
do  lumen  endosomu  jako  součást 
pučícího váčku (3).  Multivesikulární 
tělísko  poté  splyne  s plasmatickou 
membránou (4) a exosom s ligandem 
je  vyloučen  ven  z buňky  (5). 
Upraveno  podle  Singh  a  Coffey, 
2014.
4.5.3 Heparin vážící EGF (HB-EGF)
Tento  ligand  receptorů  ErbB1  a  ErbB4  se  vyznačuje  přítomností  heparin  vazebné  domény 
v extracelulární  části  (Higashiyama  et  al.,  1992;  Jones  et  al.,  1999). Účastní  se  například hojení  ran či 
uhnízdění blastocysty v děloze (Raab  et al., 1996; Shirakata  et al., 2005). Na rozdíl od TGFα zůstává na 
plasmatické membráně delší dobu v nerozštěpené podobě, což umožňuje jeho účast na buněčných spojích 
díky interakci s tetraspaninem (CD9) (Inui et al., 1997). Na uvolňování ektodomény prekursoru HB-EGF se 
podílí více různých ADAM proteas (Izumi  et al., 1998; Sahin  et al., 2004). U tohoto ligandu byla poprvé 
popsána exosomální cesta sekrece (obr. 14) (Higginbotham et al., 2011).
4.5.4 Amphiregulin
Amphiregulin je specifický pro ErbB1, na nějž se váže s podstatně nižší afinitou než EGF (Neelam 
et al., 1998). Své jméno obdržel podle pozorování, že v závislosti na buněčném typu může aktivaci svého 
receptoru  buď  posilovat,  nebo  utlumovat  (Shoyab  et  al.,  1988). V  N-koncové  části  obsahuje  heparin 
vazebnou  doménu  umožňující  interakci  s komponentami  extracelulární  matrix  (Inui  et  al.,  1997). 
Amphiregulin je ze svého prekursoru uvolňován proteasou ADAM-17 (Sahin et al., 2004). Byl u něj rovněž 
popsán exosomální způsob sekrece (Higginbotham et al., 2011).
4.5.5 Betacellulin
Betacellulin  se  váže  na  ErbB1  i  ErbB4  (Riese  et  al.,  1996).  Podobně  jako EGF je  sekretován 
konstitutivně,  a  to  činností  metalloproteasy  ADAM-10  (Sanderson  et  al.,  2005). Nejvíce  se  vyskytuje 
v pankreatu a tenkém střevě (Seno et al., 1996).
4.5.6 Epiregulin
Tento ligand je schopen aktivovat ErbB1, 3 i 4 (Jones et al., 1999; Shelly et al., 1998). Přestože se 
na své receptory váže slaběji než např. EGF na ErbB1, má silnější mitogenní účinky (Toyoda et al., 1995). 
Příčinou je zřejmě skutečnost, že receptor s navázaným epiregulinem nevstupuje do endocytotické dráhy a 
zůstává tak déle dostupný pro aktivaci tímto ligandem (Shelly et al., 1998). Nalezneme jej zvláště v placentě, 
leukocytech a keratinocytech (Shirakata et al., 2000; Toyoda et al., 1997).
4.5.7 Epigen
Jedná se o nejnověji popsaný ligand specifický pro ErbB1 (Strachan  et al.,  2001). Podobně jako 
epiregulin se na svůj  receptor váže slaběji  než např.  EGF, avšak v endosomu z něj  ochotně disociuje a 
navozuje  tak  jeho  návrat  na  plasmatickou  membránu  (Kochupurakkal  et  al.,  2005). To  způsobuje,  že 
mitogenní  účinky epigenu jsou silnější  než u EGF (Kochupurakkal  et  al.,  2005). Přítomnost  epigenu je 




Do této skupiny ligandů patří celkem čtyři proteiny: neuregulin 1, 2, 3 a 4. Nejlépe prozkoumán je 
neuregulin 1.  Díky  alternativním  sestřihovým  možnostem  a  přítomnosti  několika  promotorů  existuje 
v mnoha isoformách (viz také odst. 4.6), které se váží na ErbB3 a 4 (Plowman et al., 1993; Sliwkowski et al., 
1994). Neuregulin 1 v embryonálním vývoji zprostředkovává komunikaci např. mezi motorickými neurony a 
kosterními svaly (Sandrock et al., 1997), sensorickými neurony a Schwannovými buňkami, endokardem a 
myokardem (Meyer a Birchmeier, 1995) a účastní se rovněž vývoje mléčné žlázy (Li et al., 2002). Důležitou 
roli hraje i při udržování integrity nervové a srdeční tkáně u dospělých jedinců (Gerecke et al., 2001; Zhao et  
al., 1998).
Neuregulin 2  se  rovněž  váže  na  ErbB3  i  4  a  kromě  EGF-like  domény  obsahuje  též  doménu 
imunoglobulinovou (Carraway et al., 1997). U myší je exprimován v endotelu srdeční komory, v čichových 
lalocích koncového mozku a v mozečku (Carraway  et  al.,  1997).  Neuregulin 3 je specifický pro ErbB4 
receptor a je hojně exprimován v nervové soustavě (Zhang et al., 1997). Neuregulin 4 rovněž aktivuje pouze 
ErbB4, vyskytuje se však především v pankreatu a kosterní svalovině (Harari et al., 1999).
4.6 Regulace alternativním sestřihem ligandu
Jak již bylo zmíněno výše, neuregulin 1 se vyskytuje v mnoha isoformách (shrnuto v Falls, 2003). 
Některé z nich jsou solubilní, jiné procházející membránou jedenkrát (Holmes et al., 1992) či dvakrát (Wang 
et al., 2001). Isoformy mohou obsahovat EGF-like doménu buď typu α, nebo β (Holmes et al., 1992). Typ β 
je silnějším aktivátorem ErbB receptorů, avšak fenotyp myšího knock-outu pro EGF-like α potvrzuje, že při  
vývoji  mléčné  žlázy  jsou  jejich  funkce  vzájemně  nezastupitelné  (Li  et  al.,  2002).  Sestřihové  varianty 
neuregulinu 1  se  dále  liší  svou  N-koncovou  sekvencí.  Ta  může  být  buď typu  I  nebo  II,  jsouc  u  obou 
následována  Ig-like  doménou,  nebo typu  III,  v  kterémžto  případě  zahrnuje  na  cystein  bohatou  doménu 
(Wang et al., 2001). Výsledky mnoha experimentů naznačují, že formy typu I a II podstupují odštěpování  
ektodomény metalloproteasou ADAM-17 a účastní  se tudíž parakrinní  signalisace,  zatímco u typu III se 
setkáváme spíše se signalisací juxtakrinní (Leimeroth et al., 2002; Montero et al., 2000).
Několik sestřihových variant se zřejmě vyskytuje také v případě všech ostatních neuregulinů (Chang 
et al., 1997; Harari et al., 1999; Zhang et al., 1997).
4.7 Regulace dostupností ligandu
Všechny ligandy ErbB receptorů jsou produkovány jako transmembránové prekursory3, odštěpování 
jejich biologicky aktivní N-koncové části, tzv. ektodomény, tedy představuje klíčový regulační krok (shrnuto 
v Blobel, 2005). Tento úkol zastávají především metalloproteasy ADAM (viz tabulka 1). V případě EGF bylo 
popsáno jeho štěpení kallikreinovými proteasami (Jørgensen et al., 1994) a dokonce též intramembránovou 
proteasou Rhomboid 2 (Adrain et al., 2011).
_________________________
3 Kromě některých solubilních isoforem neuregulinů (Holmes et al., 1992).
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Produkci ligandů ovlivňují také pseudoproteasy iRhom-1 a 2 (t. j.  sekvenčně příbuzné proteasám 
z rodiny rhomboidů,  ale  postrádající  proteasovou aktvitu),  a  to  tím,  že  zajišťují  dopravu ADAM-17 do 
Golgiho aparátu a umožňují tak její aktivaci a sekreci ligandů (X. Li et al., 2015). Zároveň se však ukazuje, 
že  iRhom-2  působí  jako  jakýsi  stabilní  kofaktor  ADAM-17  (Grieve  et  al.,  2017)  ovlivňující  její 
proteolytickou specifitu (Maretzky et al., 2013).
Tabulka 1: Metalloproteasy účastnící se odštěpování ektodomén ligandů EGF receptoru. Podle (Izumi et al., 1998; 
Montero et al., 2000; Sahin et al., 2004; Sahin a Blobel, 2007; Shirakabe et al., 2001)
ADAM-9 HB-EGF
ADAM-10 betacellulin, EGF
ADAM-17 TGFα, HB-EGF, amphiregulin epiregulin, betacellulin, epigen, neureguliny
ADAM-19 neuregulin 1
4.8 Regulace dimerisací
Po vazbě ligandu a vytrčení dimerisačního raménka může ErbB receptor vytvořit  dimer s jiným 
ErbB receptorem vyskytujícím se na téže membráně. Interagovat spolu mohou molekuly stejné, což vede 
k tvorbě homodimerů, nebo rozdílné, čímž vznikají silněji signalisující heterodimery (Pinkas-Kramarski  et  
al., 1996). Různé kombinace aktivovaných ErbB receptorů přitom přivábí různé efektorové proteiny a vedou 
k různým buněčným odpovědím,  nejsou tedy vzájemně zastupitelné (Olayioye  et  al.,  1999;  Riese  et  al., 
1996). Upřednostňovaným dimerisačním partnerem je ErbB2, který signalisaci skrze ostatní ErbB receptory 
posiluje (Tzahar  et al., 1996). Jak již bylo zmíněno v úvodu této sekce, ErbB2 není schopen vázat žádné 
ligandy (Kochupurakkal et al., 2005). Rozřešení jeho krystalové struktury ukázalo, že má neustále vytrčené 
dimerisační raménko (Garrett et al., 2003). Tyto dvě skutečnosti dobře vysvětlují jeho ohromný signalisační 
potenciál: k vytvoření dimeru s ErbB2 stačí vazba pouze jedné molekuly ligandu (Citri et al., 2003). Vznik 
homodimerů ErbB2, které by signalisovaly i bez přítomnosti ligandu, by však pro organismus představoval 
velké nebezpečí, a proto je mu in vivo bráněno nejspíš vzájemnou elektrostatickou repulsí ramének (Garrett 
et al., 2003). Byla také popsána asymetrická homodimerisace ErbB2 způsobem „hlava k ocasu“, což může 
představovat další způsob, jak nežádoucí aktivaci tohoto receptoru zabránit (Hu  et al., 2015). Homodimer 
ErbB3 zase není schopen předat signál přes plasmatickou membránu z důvodu nefunkční tyrosinkinasové 
domény (Guy et al., 1994; Pinkas-Kramarski  et al., 1996). Čtyři lidské ErbB receptory tedy skýtají paletu 
celkem osmi různých dimerů, které se mohou podílet na modulaci signálu (Tzahar et al., 1996). Kuriosně se 
z  nich  jako  nejschopnější  in  vitro ukázal  být  právě  vzájemně  se  doplňující  heterodimer  ErbB2-ErbB3 
(Pinkas-Kramarski et al., 1996; Tzahar et al., 1996).
4.9 Regulace dostupností receptoru
ErbB receptory se u polarizovaných epitelů vyskytují na basolaterální membráně, čímž je zabráněno 
jejich  nežádoucí  aktivaci  růstovými  faktory produkovanými  do  lumen  (Vermeer  et  al.,  2003).  Nicméně 
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menšinová populace receptorů na apikální straně preferenčně spouští jiné signální kaskády a je také pomaleji 
endocytována  (Amsler  a  Kuwada,  1999).  Za basolaterální  lokalisaci  EGF receptorů  odpovídají  proteiny 
CASK, mLIN-7 a X11α (neboli Mint-1), homology proteinů LIN-2, 7 a 10 u háďátka (Borg et al., 1998). 
Míru aktivace ErbB molekul také může ovlivnit jejich přednostní dopravení do kaveol, kde snáze narazí na 
dimerisačního partnera nebo proteiny signální transdukce (Mineo et al., 1996). 
Dimer  aktivovaných  receptorů  s  navázanými  ligandy  záhy  podstupuje  internalisaci  do 
endocytotických váčků (Haigler  et al., 1979). Jeho další osud závisí na několika faktorech. Prvním je typ 
vytvořeného  dimeru.  Zatímco  homodimer  ErbB1  prakticky vždycky skončí  v  lysosomech,  homodimery 
ErbB3  a  heterodimery  obsahující  ErbB2  jsou  navraceny  („recyklovány“)  na  plasmatickou  membránu 
(Baulida  et al., 1996; Waterman et al., 1998). Dalším faktorem je typ navázaného ligandu. Vazba EGF na 
ErbB1 je odolná vůči kyselému pH v endosomech, komplex ligand-receptor se tedy nerozpadá a před MVB 
putuje do lysosomů, kde je degradován (Herbst  et al.,  1994). Naproti  tomu TGFalfa od svého receptoru 
v endosomu disociuje a, nastoupiv sám degradativní cestu, umožní mu návrat na plasmatickou membránu 
(Korc a Finman, 1989). Stejně jako TGFalfa fungují  i  epiregulin a epigen (Kochupurakkal  et al.,  2005; 
Shelly  et  al.,  1998).  Internalisaci  ErbB  receptorů  a  jejich  cílení  do  lysosomů  posiluje  také  činnost 
ubikvitinligas: c-Cbl interaguje s ErbB1 (Levkowitz et al., 1998), CHIP s ErbB2 (Xu et al., 2002). Některé 
experimenty  naznačují,  že  ErbB1  může  být  z  MVB  dopravován  do  exosomů  a  v  nich  podstupovat 
proteolytické štěpení (Sanderson et al., 2008).
4.10 Regulace skrz ostatní signální kaskády
K aktivaci ErbB receptorů může docházet také v důsledku spuštění signalisace přes jiné receptory.  
V tomto případě hovoříme o tzv. signálu třikrát procházejícím membránou (triple membrane-passing signal, 
TMPS)  (Prenzel  et  al.,  1999).  Přijetí  signálu  z  vnějšího  prostředí  vede  k  aktivaci  příslušné  ADAM 
metalloproteasy, ta z prekursoru ligandu EGF receptoru odštěpí jeho ektodoménu, která se naváže na ErbB 
receptor, jenž je tímto aktivován a standardním způsobem předá signál dovnitř buňky (obr. 15)  ((Prenzel et  
al.,  1999).  Tento  proces  byl  dosud  popsán  u  HB-EGF,  TGFα,  amhiregulinu  a  epiregulinu,  kde  v  roli  
metalloproteasy vystupuje ADAM-17 (Maretzky et al., 2013, 2011). Pro transaktivaci ErbB receptorů jsou 
naprosto klíčové iRhomy, které regulují dopravu ADAM-17 do Golgiho aparátu (viz odst. 4.7) (X. Li et al., 
2015) i její aktivitu a substrátovou specifitu na plasmatické membráně (Grieve et al., 2017; Maretzky et al., 
2013).
Receptory spřažené s  G-proteiny nebo cytokinové receptory mohou zároveň vyvolat  fosforylaci 
proteinů ErbB, a to nezávisle na jejich vlastní kinasové aktivitě. Děje se tak například prostřednictvím Src  
nebo Jak kinas (Andreev et al., 2001; Yamauchi et al., 1997).
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Obr. 15: Schéma transaktivace ErbB receptoru. Při tomto ději signál přes membránu prochází celkem třikrát. 1 – vazba 
ligandu na jiný receptor (zde receptor pro fibroblastový růstový faktor, FGFR); 2 – fosforylace substrátů FGF receptoru 
a aktivace ADAM-17; 3 – uvolnění biologicky aktivní části prekursoru HB-EGF; 4 – aktivace ErbB1 receptoru vazbou 
HB-EGF; 5 – fosforylace substrátů ErbB1 receptoru. Převzato z Maretzky et al., 2011.
4.11 Regulace odštěpováním ektodomény receptoru
Podobně  jako  jejich  ligandy  podstupují  též  některé  isoformy  ErbB  receptorů  odštěpování 
ektodomény za účasti  ADAM proteas. Plnodélkový ErbB1 je vůči tomuto štěpení odolný (Vecchi  et al., 
1996), jeho isoforma vznikající z 3 kb transkriptu jako transmembránový protein je však substrátem ADAM-
17  (Wilken  et  al.,  2013).  Uvolňování  ektodomény ErbB2  za  účasti  ADAM-10  bylo  popsáno  u  buněk 
rakoviny prsu (Liu et al., 2006; Zabrecky et al., 1991). Z isoforem ErbB4 tomuto procesu podléhá pouze JM-
a, která je specificky štěpena ADAM-17 (Rio et al., 2000). Pozoruhodné je, že v membráně pozůstalý zbytek 
receptoru může být dále štěpen gama-sekretasou a poté jako solubilní molekula dopraven do jádra (Ni et al., 
2001), kde spolu s ostatními proteiny ovlivňuje transkripci genů (Komuro et al., 2003).
Jiným překvapujícím zjištěním bylo,  že  při  silné  nadprodukci  může  být ErbB1  substrátem pro 
intramembránovou proteasu RHBDL-2 (Rhomboid-like protein 2) (Liao a Carpenter, 2012).  Jestli se tento 
mechanismus skutečně uplatňuje in vivo však není známo.
4.12 Regulace fosforylací tyrosinových zbytků
Fosforylací jednotlivých tyrosinových zbytků v cytosolických doménách ErbB receptorů vznikají 
vazebná místa pro mnoho proteinů účastnících se transdukce signálu (obr. 16) (shrnuto v Olayioye  et al., 
2000).  Do  jaké  míry  však  jsou  tyto  zbytky  potřebné  pro  vypůsobení  té  které  buněčné  odpovědi  nebo 
vzájemně zastupitelné není dosud u všech ErbB molekul jednoznačně prokázáno. V případě ErbB2 byly čtyři  
z pěti fosforylovatelných tyrosinů vůči Ras/MAP kinasové dráze identifikovány jako aktivační a vzájemně  
zastupitelné,  zbylý  tyrosin  pak jako inhibiční  (Dankort  et  al.,  1997).  U ErbB1 bylo  prokázáno,  že  role 
jednotlivých tyrosinových zbytků se při zapínání různých buněčných odpovědí mohou lišit (Yamaoka et al., 
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2011) a že jejich přítomnost je klíčová pro efektivní internalisaci receptoru s navázaným ligandem (Sorkin et  
al., 1992, 1991).
Obr. 16: Jednotlivé fosforylované tyrosiny v C-koncových částech ErbB receptorů představují vazebná místa pro různé  
proteiny signálních drah. PI-3K, fosfoinositidkinasa. Překresleno podle Olayioye et al., 2000.
4.13 Onemocnění způsobená dysregulací ErbB receptorů
Jelikož ErbB receptory ovlivňují  děje jako buněčné dělení,  přežití  nebo migraci,  je  nasnadě,  že  
vymkne-li se jejich regulace kontrole, může dojít k rozvoji onemocnění. Zvýšená exprese ErbB receptorů, 
přítomnost nejrůznějších mutantních variant nebo nadprodukce jejich ligandů byla zaznamenána u značného 
množství nádorů (tabulka 2) (shrnuto v Sibilia et al., 2007). Snížená exprese ErbB4 a neuregulinu 1, molekul 
nezbytných  pro  správný  vývoj  a  udržování  homeostasy srdce,  může  vést  ke  vzniku  kardiovaskulárních 
onemocnění  (Lemmens  et  al.,  2007).  Dysregulace ErbB4 a neuregulinu 1 je  zase spojována s rozvojem 
schisofrenie (Banerjee et al., 2010). Nadprodukce ErbB1 mimo basální vrstvu kůže vede ke vzniku lupénky 
(Nanney et al., 1986).
Tabulka 2 (pokračuje na další straně): Příspěvek dysregulace ErbB receptorů a jejich ligandů k rozvoji mnoha typů 
rakovin. Převzato z Yarden a Sliwkowski, 2001.
Molekula Forma dysregulace Druh rakoviny Poznámka
TGFα overexprese
plic, tlustého střeva, 
vaječníku
prognosu zhoršuje koexprese s ErbB1
neuregulin 1 overexprese adenokarcinom prsu
ErbB1 overexprese





overexprimován ve 40 % gliomů; u 
rakoviny prostaty, močového měchýře 
a nemalobuněčného karcinomu plic 
může sloužit jako prognostický marker
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Tabulka 2 – pokračování z předchozí strany
ErbB1 mutace plic, vaječníku, prsu; gliomy
částečná delece v extracelulární části 
vede ke vzniku konstitutivně aktivního 
receptoru
ErbB2 overexprese
prsu, plic, pankreatu, 
tlustého střeva, endometria
amplifikace genu nastává u 15–30 % 




ErbB4 snížená exprese prsu, ledvin
exprese dětský medulloblastom
4.14 Léčebné prostředky používané v boji proti onemocněním souvisejícím s ErbB receptory
Jednou  ze  strategií  jak  zamezit  nadměrnou  aktivaci  ErbB  receptorů  je  vytvořit  monoklonální  
protilátku blokující vazebné místo pro ligand. Kromě kompetitivní inhibice podporují navázané protilátky 
internalisaci  receptoru,  případně  též  umožní  destrukci  buňky  komplementem  nebo  cytotoxickými  T-
lymfocyty (Kimura et al., 2007; Sliwkowski et al., 1999; Sunada et al., 1986). V současné době jsou s větším 
či menším úspěchem používány cetuximab a panitumumab při léčbě rakoviny tlustého střeva (Petrelli et al., 
2011), trastuzumab a pertuzumab při léčbě rakoviny prsu (Slamon  et al.,  2001; Traynor, 2012). Aktivaci 
ErbB receptorů lze také tlumit podáním inhibitorů jejich kinasové aktivity (shrnuto v Levitzki a Gazit, 1995).  
Jedná se o analoga ATP, která se reversibilně či ireversibilně váží do aktivního místa tyrosinkinasové domény 
(Posner  et  al.,  1994;  Uehara  et  al.,  1989).  Oproti  monoklonálním protilátkám cíleným na extracelulární 
doménu mají tu výhodu, že účinkují i na mutantní, zkrácené formy ErbB receptorů (Seshacharyulu  et al., 
2012). Klinickými testy prošel např. gefitinib, erlotinib nebo lapatinib (shrnuto v Seshacharyulu et al., 2012). 
Jak monoklonální protilátky, tak inhibitory tyrosinkinasové domény však vykazují nezanedbatelné vedlejší  
účinky (shrnuto v Widakowich  et al., 2007). Jako další možný terapeutický cíl byly také záhy vytipovány 
metalloproteasy  ADAM,  účastnící  se  produkce  ligandů,  jež  jsou  u  některých  typů  rakovin  rovněž 
dysregulovány (Fridman  et al., 2007). Tento přístup se však nesetkal s velkým úspěchem, neboť vyvinuté 
léky měly toxické účinky (shrnuto v Edwards et al., 2008), a to z důvodu velké podobností aktivních míst 
mnoha paralogů ADAM proteas kódovaných v lidském genomu a jejich rozmanitých funkcí. Specifičtější cíl 
léčby by mohl  představovat iRhom, který je esenciální  pouze pro ADAM-17, ovšem mechanismus jeho 
působení a možnost jeho inhibice jsou zatím zcela neznámé.
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5 Závěr
Sledování vývoje regulačních mechanismů aktivace EGF receptorů ukazuje, že jejich komplexita 
roste se zvyšující se složitostí organismu. Na základě informací shromážděných na předchozích stránkách se 
mi podařilo vystopovat několik zřetelných trendů, které se při tomto procesu uplatnily.
1. Zmnožení (multiplikace): Zatímco u háďátka signalisace probíhá prostřednictvím jednoho EGF 
receptoru s jedním ligandem, u octomilky jsou již k disposici ligandy čtyři. U člověka počet EGF receptorů 
vzrůstá na čtyři a počet ligandů na jedenáct. Roste tudíž i počet kvalitativně odlišných dimerů, jež spolu 
mohou aktivované receptory vytvářet.
2. Rozrůznění (diversifikace): Větší počet ligandů i receptorů umožňuje efektivní rozdělení jejich 
rolí.  U  háďátka  aktivace  EGF receptoru  probíhá  vždy prostřednictvím jediného  ligandu,  modulace  síly 
signálu  se  tedy  musí  odehrávat  ovlivněním  jeho  množství,  ať  už  na  transkripční,  posttranslační  či 
postsekreční  úrovni.  Mezi  ligandy octomilky nalezneme silné i  slabé aktivátory EGF receptoru,  které se  
navíc liší svou tkáňovou lokalisací. U člověka se k rozrůznění vlastností a tkáňové distribuce ligandů přidává 
též  jejich  rozdílná  specifita  pro  jednotlivé  typy EGF  receptorů  (a  vice  versa z  pohledu  receptorů).  Za 
extrémní příklad diversifikace rolí lze považovat receptory ErbB2 a ErbB3. Zatímco první jmenovaný není  
schopen vazby ligandu, ale má zachovanou tyrosinkinsovou aktivitu, ErbB3 ligandy vázat dovede, avšak 
tyrosinkinasová  doména  u  něj  funkční  není.  Tyto  dva  receptory,  ač  jako  jednotlivci  transdukce  signálu 
neschopni, se ve svých omezeních vzájemně doplňují a vytvářejí spolu silně signalisující heterodimer.
3.  Zachování  (konservace): Některé  regulační  mechanismy  zůstávají  zahovány  u  všech 
analysovaných organismů, např. endocytosa receptoru nebo řízení jeho lokalisace. Za pozornost také stojí, že 
role  proteinů  z rodiny rhomboidů jakožto  modulátorů  signalisace  přes  EGF receptor  zůstává  zachována 
napříč  fylogenetickým spektrem organismů.  U háďátka  se  podílejí  na  sekvenčním zesilování  signálu,  u 
octomilky  plní  funkci  hlavních  regulátorů  produkce  ligandů.  V  případě  člověka  (savců)  byly  v  roli  
producentů solubilních forem ligandů vystřídány metalloproteasami ADAM, avšak ukazuje se, že iRhomy 
tento proces kontrolují právě regulací proteinů ADAM.
4.  Spolupráce  (kooperace): Úlohy jednotlivých  ligandů se in  vivo často  překrývají,  což  je  ve 
zdánlivém rozporu  s  výše  zmíněnou  diversifikací.  Tento  trend  však  souvisí  se  zachováním robustnosti  
signalisačního systému. V případě poškození genu pro některý z ligandů totiž jeho funkci mohou ostatní 
hravě vykompensovat.
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